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阿利吉仑通过调控线粒体介导的凋亡通路改善
心肌缺血再灌注损伤

古钎林，吴冰璇，黄振华，陈伟栋，韦秋霞，詹 红
( 中山大学附属第一医院，广东省广州市 510080)
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［摘 要］ 目的 通过体外构建心肌细胞缺氧复氧模型 ( H/R) 模拟体内心肌细胞缺血再灌注，验证阿利吉仑
( Aliskiren) 对于改善心肌细胞缺血再灌注的药物效果，同时探究细胞凋亡在其中的机制。方法 将细胞实验分为
四组:正常氧供应组即对照组( Control) 、缺氧复氧组( H/R) 、阿利吉仑+缺氧复氧组( 阿利吉仑+H/R) 、NF-κB P65

特异抑制剂+缺氧复氧组( bay11-7082+H /R) 。使用 CCK-8检测不同浓度阿利吉仑处理的心肌细胞存活率，ELISA

检测各实验组炎症因子肿瘤坏死因子 α( TNF-α) 和白细胞介素 6( IL-6) 水平。Hoechst33258染色、Annexin V /PI双
染流式细胞仪检测各组心肌细胞凋亡比例，JC-1 试剂盒测量线粒体膜电位及心肌细胞 ATP 含量。同时采用
Caspase-3试剂盒检测各组心肌细胞凋亡蛋白酶的活性。结果 阿利吉仑小于 20 mmol /L时，与心肌细胞活性存在
正相关关系，而在 20 mmol /L和 80 mmol /L之间，两者之间存在负相关关系，文章中阿利吉仑的最佳处理浓度是 20
mmol /L，此时的心肌细胞活性最高 ( 76. 40% ± 1. 64%) 。相比 H/R 组，阿利吉仑能降低 TNF-α 和 IL-6 水平
［( 129. 33±5. 86) ng /L比( 319. 00±4. 58) ng /L，P＜0. 05; ( 29. 67±1. 53) ng /L 比( 64. 67±2. 08) ng /L，P＜0. 05］，同
时显著降低心肌细胞的凋亡率［( 7. 23%±1. 14%) 比( 32. 25%±3. 15%) ，P＜0. 05］，并具有降低能量代谢障碍心肌
细胞所占比例［( 6. 9%±1. 6%) 比( 13. 5%±1. 7%) ，P＜0. 05］、稳定线粒体膜电位的功能［( 3. 90±0. 60) 比( 1. 80±
0. 16) ，P＜0. 05］。另外，抑制凋亡蛋白酶 Caspase-3的活性［( 2. 26±0. 35) 比( 3. 26±0. 62) ，P＜0. 05］，且阿利吉仑+

H/R组与 bay11-7082+H /R组的各项实验结果无统计学差异。结论 阿利吉仑可以通过抑制炎症反应、调控线粒
体受体介导的凋亡，改善缺血心肌细胞缺血再灌注损伤，且阿利吉仑的调控凋亡作用可能与 NF-κB表达抑制有关。
［中图分类号］ R5 ［文献标识码］ A

Aliskiren protects against myocardial ischemia /reperfusion injury via regulating mi-
tochondrial-mediated apoptosis pathway
GU Qianlin，WU Bingxuan，HUANG Zhenhua，CHEN Weidong，WEI Qiuxia，ZHAN Hong
( The First Affiliated Hospital of Sun Yat-sen University，Guangzhou，Guangdong 510080，China)
［KEY WORDS］ Aliskiren; myocardial ischemia / reperfusion injury; mitochondria; apoptosis
［ABSTRACT］ Aim Through simulating the ischemia / reperfusion of cardiomyocytes in vivo by constructing a model
of cardiomyocyte hypoxia and reoxygenation in vitro，to verify the effect of Aliskiren on improving the myocardial ischemia /
reperfusion injury and to explore its mechanism in regulating apoptosis． Methods Cell experiments were divided into
four groups: normal oxygen supply group ( Control) ，hypoxia / reoxygenation group ( H/R) ，Aliskiren+H /R group，NF-κB
P65 specific inhibitor ( bay11-7082) +H/R group． CCK-8 was used to detect the survival rate of cardiomyocytes pretreated
with different concentrations of Aliskiren，and ELISA was performed to determine the levels of inflammatory factors ( TNF-

α，IL-6) in each experimental group． Hoechst33258 staining and Annexin V /PI dual staining flow cytometry were con-
ducted to evaluate the myocardial cell apoptosis ratio in each group． The JC-1 kit was used to measure mitochondrial mem-
brane potential and cardiomyocyte ATP content． Meanwhile，the Caspase-3 activity kit was performed to detect the activity
of apoptotic proteases in each group． Results When the concentration of Aliskiren was less than 20 mmol /L，a posi-
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tive correlation with cardiomyocyte activity was showed，and when between 40 mmol /L and 80 mmol /L，there was a nega-
tive correlation． The optimal concentration of Aliskiren was 20 mmol /L at which the myocardial cell activity is the highest．
Compared with the H /R group，Aliskiren can decrease the expression of TNF-α and IL-6 ( ( 129. 33±5. 86) ng /L vs
( 319. 00±4. 58) ng /L，P＜0. 05; ( 29. 67±1. 53) ng /L vs ( 64. 67±2. 08) ng /L，P＜0. 05) ，and significantly reduce the
apoptosis rate of cardiomyocytes ( ( 7. 23%±1. 14%) vs ( 32. 25%±3. 15%) ，P＜0. 05) ，and reduced the proportion of
cardiomyocytes with energy disorders ( ( 6. 9%±1. 6%) vs ( 13. 5%±1. 7%) ，P＜0. 05) ，what’s more，Aliskiren can gain
the function of stabilizing mitochondrial membrane potential ( ( 3. 90±0. 60) vs ( 1. 80±0. 16) ，P＜0. 05) and inhibit the
activity of apoptotic protease Caspase-3 ( ( 2. 26±0. 35) vs ( 3. 26±0. 62) ，P＜0. 05) ． It is of great importance that there
was no statistical difference in the experimental results between Aliskiren+H /R group and bay11-7082+H /R group．
Conclusion Aliskiren can improve myocardial ischemia / reperfusion injury by inhibiting inflammatory response and regula-
ting mitochondrial receptor-mediated apoptosis． Based on the experimental results，it can be speculated that the role of
Aliskiren in regulating apoptosis may be related to inhibition of NF-κB expression．

世界卫生组织( WHO) 统计，全球每年约 2 000
万患者死于心血管疾病，是人类死亡的第一病因，

尤其以急性心肌梗死为甚。急性心肌梗死后，及时
高效地恢复冠状动脉血流是治疗的主要策略。但
在心肌缺血再灌注血流复流的过程中有时会加重

心肌组织的额外损伤，造成缺血再灌注损伤( ische-
mia / reperfusion injury，I /RI) 。众多的临床观察发现
心肌缺血再灌注会加重心肌损伤，并伴有心肌氧化

损伤及心肌细胞过度凋亡等病理变化过程，是心血

管疾病冠状动脉再灌注后危害患者健康的重要危

险因素。为了提高心肌缺血再灌注患者预后，防治
心肌缺血再灌注损伤是亟待解决的问题。
目前，研究发现缺血再灌注损伤机制主要包括

氧自由基产生过多、细胞内 Ca2+超载及白细胞的激
活。尽管目前机制较为明了，但基于缺血再灌注损
伤病理生理过程的复杂性，尚无明确改善心肌缺血

再灌注损伤的有效治疗方案。故而探索心肌缺血
再灌注损伤的病理生理过程及新的治疗方法尤为

重要。研究表明，缬沙坦作为血管紧张素Ⅱ1 型受
体阻滞剂( angiotensin Ⅱ receptor blocker，ARB) ，具
有抑制缺血再灌注炎症反应及细胞凋亡而减轻大

鼠模型中的心肌缺血再灌注损伤的作用［1-2］。阿利
吉仑( Aliskiren) 作为第二代非肽类肾素抑制剂，是
第一种口服有效的肾素抑制剂。在动物模型中，阿
利吉仑可增加一氧化氮( nitric oxide，NO) 的生物利
用度、增加血浆缓激肽水平，并抑制动脉粥样硬化，
减少心肌梗死面积及改善心肌左心室重塑，同时具

有改善心肌缺血再灌注的作用［3］。阿利吉仑相比血
管紧张素转换酶抑制剂 ( angiotensin converting
enzyme inhibitor，ACEI) 或 ARB 药物具有从源头上
阻断肾素血管紧张素系统( renin-angiotensin-aldoste-
rone，RAAS) ，避免“醛固酮逃逸现象”的优势，且
具有改善心肌缺血再灌注损伤的作用。一项阿利

吉仑与安慰剂( ACEI 或 ARB) 相比较的临床试验表
明:阿利吉仑较 ACEI 或 ARB 具有更强的抑制左心
室重构( left ventricular remodeling，LVR) 缩小心肌
梗死面积及改善缺血再灌注损伤的作用［4］。鉴于
临床上观察的阿利吉仑对于缩小心肌细胞梗死灶

及抑制左心室重构的药物效果，故而探究心肌缺血

再灌注损伤，寻找治疗靶点对于临床上挽救心肌、
改善心肌功能具有重要意义。本研究通过体外构
建心肌细胞缺血再灌注模型，旨在在细胞水平验证

阿利吉仑保护心肌缺血再灌注损伤的效果，并探究

其中涉及的病理生理过程。

1 材料和方法

1．1 主要材料及来源
心肌 H9c2 细胞株购自 Procell 公司，阿利吉仑

购买于 APExBio 公司，NF-κB P65 抑制剂 bay11-
7082来源于 InvivoGen 公司，DMEM 高糖培养基购
买于 Biowest 公司，青链霉素混合液 ( 100 × ) 从
GIBCO 公司购买，Hoechst33258 染色试剂盒由
BIOFIL公司提供，Annexin V-FITC /PI 由 Abnova 公
司提供，ELISA 试剂盒和 JC-1试剂盒由 ABCAM 公
司提供，Caspase-3 活性试剂盒由 Abbkine 公司提
供，胎牛血清从 GIBCO公司购买。主要的仪器包括
流式细胞仪( Beckman Coulter Brea，美国)、低氧培
养箱( 中首嘉莘科技有限公司)、荧光倒置显微镜
( Leica DMi8，德国)、多功能酶标仪 Spectra Max M2
( Molecular Devices Corp，美国)。
1．2 细胞实验的分组及缺氧复氧模型的构建
将细胞实验分为正常氧供应组即对照组( Con-

trol)、缺氧复氧组( H/R 组)、阿利吉仑+H /R 组( 心
肌细胞缺氧诱导后加入阿利吉仑，然后进行复氧处

理)、NF-κB P65 特异抑制剂 bay11-7082 +H /R 组
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(心肌细胞缺氧诱导后加入 bay11-7082，然后进行复
氧处理)。将细胞以 1×106 个 /孔的密度转移至 6孔
培养板，将细胞分为四组。用不含 FBS 和葡萄糖的
DMEM代替正常培养基，并将细胞置于 37 ℃的低
氧温箱中( 95%N2 ; 5%CO2 ) 中 12 h。然后用含 10%
FBS的普通培养基将细胞再充氧 3 h。在整个实验
过程中，对照组均用完全培养基处理。
1．3 CCK-8酶标仪检测细胞存活率
将对数生长期的心肌细胞接种于 96孔板，每孔

加入细胞悬液 150 μL( 同时设置 6 个复孔) 放入培
养箱中培养 24～48 h后低氧处理 12 h。对细胞进行
复氧，时间分别为 0 h、3 h、6 h、12 h、24 h，然后在每
个孔中加入 15 μL CCK-8试剂孵育 60 min，酶标仪
检测 450 nm处吸光度;当心肌细胞的活性明显下降
后而随着时间的增加不再有明显改变时，此时的复

氧时间为本研究的最佳复氧时间。在最佳复氧时
间确定后，将不同浓度( 0、5、10、20、40、80 mmol /L)
阿利吉仑加入缺氧 12 h 后的心肌细胞中进行复氧
处理，然后用酶标仪检测 450 nm 处各孔的吸光度。
细胞 存 活 率 = ( A实验组孔 － A空白组孔 ) / ( A对照组孔 －
A空白组孔 )。
1．4 ELISA法检测白细胞介素 6( IL-6)及肿瘤坏死
因子 α( TNF-α)水平
按照产品的说明书配制标准品工作液，设置标

准孔与待测样品孔。标准孔各加标准品 50 μL，加
入 10 μL待测样品后，再加入 40 μL 的样本稀释液
混匀。将样品加于酶标板孔底部。在 37 ℃恒温摇
床上孵育 90 min;吸干液体后在每孔加入 50 μL 生
物素标记的抗体，在 37 ℃摇床上孵育 60 min; 再次
甩干各孔的液体后，使用适量洗涤液洗 3次;然后加
入 50 μL辣根过氧化物酶( HRP ) ，置于 37 ℃温箱
孵育 30 min;在每孔各加入 50 μL底物 A、B，轻轻振
荡后，于 37 ℃温箱孵育 15 min左右，定时观察每孔
反应的颜色;取出酶标板，迅速加入 50 μL反应终止
液，在酶标仪 450 nm处测待测样品的浓度。
1．5 Hoechst33258 染色
将干净的盖玻片置于 6 孔板内，种入细胞培养

过夜，培养至 50% ～ 80%满。造模后经不同实验方
法刺激细胞，吸尽培养液，加入 0. 5 mL甲醛固定液，
固定 10 min 或更长时间。去固定液，用 PBS 洗两
遍，每次 3 min。加入 0. 5 mL Hoechst33258染色液，
染色 5 min。用 PBS 洗两遍，每次 3 min。滴一滴抗
荧光淬灭封片液在载玻片上，盖上盖玻片。使用荧
光显微镜可检测到呈蓝色的细胞核。

1．6 Annexin V /PI流式细胞仪检测细胞凋亡
细胞造模及实验干预处理后，加入胰蛋白酶消

化，待显微镜下观察细胞变圆、漂浮，加入血清蛋白
终止消化后收集液体，800 r /min 离心 5 min 后收集
细胞;弃上清及加入 PBS 重悬细胞，再次离心，重复
操作 2 次; 取 Falcon 试管，按标本顺序编好阴性对
照管和标本管号。洗细胞两次，再用 1 × Binding
Buffer缓冲液制成 1×109 cells /L的悬液。将收集的
细胞经滤过膜滤过后，在 Falcon试管中加入 100 μL
细胞悬液。加入适量的 Annexin V 与 PI 染色剂，混
合均匀后，置于室温 25 ℃左右静置 1 h。各试验管
中分别加入 1×Binding Buffer缓冲液 400 μL。1 h内
上流式细胞仪测定结果。
1．7 JC-1试剂盒测量线粒体膜电位及 ATP 含量
按说明书配制 JC-1染色工作液设置阳性对照:

把试剂盒中提供的 CCCP( 10 mmol /L)推荐按照 1 ∶
1 000 的比例加入到细胞培养液中，稀释至 10
μmol /L，处理 20 min。对于 6 孔板，吸除培养液，用
PBS洗涤细胞一次，加入 1 mL细胞培养液。加入 1
mL JC-1染色工作液，充分混匀。细胞培养箱孵育
20 min。在孵育期间，配制适量的 JC-1染色缓冲液
( 1×)。孵育结束后，吸除上清，用 JC-1染色缓冲液
( 1×)洗涤 2次，加入 Binding Buffer后流式细胞仪处
理检测 ATP 含量。酶标仪检测荧光。
1．8 Caspase-3试剂盒检测 Caspase-3活性
按照产品说明书测定 pNA 标准曲线。吸取细

胞培养液，用胰酶消化贴壁细胞，并收集至备用的

细胞培养液中。600 g离心 5 min 收集细胞，吸除上
清，PBS洗涤。重悬沉淀后加入裂解液裂解 15 min。
然后转移至离心机离心 15 min，将上清液转移离心
管，测定 Caspase-3的酶活性。在上清液中加入 Ac-
DEVD-pNA( 2 mmol /L)混匀，置于 37 ℃温箱中孵育
60～120 min。当发现颜色变化明显时，通过酶标仪
检测波长为 405 nm的 OD值。样品的 OD405减去空

白对照的 OD405，即为样品中 Caspase-3 的 pNA 值。
根据标准曲线计算出样品的 pNA。通过计算实验
组 Caspase-3值与对照组 Caspase-3值的比值来反应
Caspase-3的变化程度。
1．9 统计学方法
采用 SPSS13．0 软件对数据进行统计分析。计

量资料采用( x±s) 表示。方差分析( ANOVA) 用于
检测多组间的差异，Student-Newman-Keuls ( SNK) -q
检验用于检测两组间差异。P＜0. 05 表示有统计学
差异。
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2 结 果

2．1 最佳的缺氧复氧时间和最佳阿利吉仑浓度
通过 CCK-8 酶标仪测量各组实验处理后的吸

光度从而确定各组的细胞活力。本研究结果发现:
相比缺氧 12 h 还未进行复氧的细胞，H9c2 细胞在
复氧 3 h 时，细胞活力显著下降［( 41. 50%±1. 50%)
比( 74. 80%±1. 66%) ，P＜0. 05］，而随着复氧时间的增

加，各组实验细胞活性虽有降低，但差异无统计学意

义( P＞0. 05) 。阿利吉仑小于 20 mmol /L 时，与心肌
细胞活性存在正相关关系，而在 20 mmol /L 和 80
mmol /L之间，两者之间存在负相关关系，本研究阿
利吉仑的最佳处理浓度为 20 mmol /L，此时心肌细
胞活性最高 ( 76. 40% ±1. 64%) 。综合上述研究结
果得出:本研究最合适的复氧时间和阿利吉仑处理

浓度分别为 3 h和 20 mmol /L( 图 1) 。

图 1． 复氧时间( A) 和阿利吉仑浓度( B) 与细胞活性的关系 a为 P＜0. 05，与对照组比较; b为 P＜0. 05，与 0 h或 0 mmol /L阿利吉仑

比较。

Figure 1． Relationship between reoxygenation time ( A) ，Aliskiren concentration ( B) and cell activity

2．2 阿利吉仑降低缺氧复氧诱导的心肌细胞炎症
因子水平

研究表明，炎性细胞因子 TNF-α和 IL-6参与了
心肌 I /R损伤的疾病发展及病理生理过程［5］。本研
究结果发现，与对照组相比，H/R 诱导能明显增加
心肌细胞 TNF-α 和 IL-6的水平( P＜0. 05) ; 与 H/R
组比较，使用阿利吉仑和 NF-κB P65 抑制剂 bay11-
7082进行预处理后能明显降低 TNF-α 和 IL-6水平
( P＜0. 05) ;然而在阿利吉仑+H /R 组与 bay11-7082
+H /R组之间，TNF-α 和 IL-6 的表达无统计学差异
( P＞0. 05;表 1) 。表明阿利吉仑能降低心肌细胞缺
血再灌注后炎症因子的水平。

表 1． 阿利吉仑对 H/R后炎症因子的影响

Table 1． Effects of Aliskiren on inflammatory factors after

H /R

分组 TNF-α( ng /L) IL-6( ng /L)

对照组 54．67±3．21 12．03±1．05

H /R组 319．00±4．58a 64．67±2．08a

阿利吉仑+H/R组 129．33±5．86ab 29．67±1．53ab

bay11-7082+H /R组 126．77±1．53ab 26．00±2．00ab

a为 P＜0. 05，与对照组比较; b为 P＜0. 05，与 H/R组比较。

2．3 阿利吉仑和 NF-κB P65 抑制剂可通过线粒体
途径降低 H/R刺激的凋亡水平
2．3．1 阿利吉仑降低细胞凋亡数量及比率 Ho-
echst33258荧光染色结果表明，与对照组相比，H/R
诱导后的大鼠心肌 H9c2 细胞的荧光明显较强，且
蓝染细胞核的细胞明显较多。相比 H/R组，阿利吉
仑+H /R 组和 bay11-7082+H /R 组的凋亡细胞数量
减少、凋亡信号减弱( 图 2) 。

图 2． 心肌细胞 Hoechst33258荧光染色结果 A为对照组，

B为 H/R组，C为阿利吉仑+H /R组，D为 bay11-7082+H /R组。

Figure 2． Hoechst33258 results of myocardial cells in each group
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与对照组相比，H/R 组心肌细胞凋亡率显著增
加［( 32. 25% ± 3. 15%) 比 ( 6. 20% ± 1. 14%) ，P ＜
0. 05］。同时阿利吉仑+H /R组( 7. 23%±1. 14%) 和
bay11-7082+H /R组( 7. 31%±0. 86%) 心肌细胞凋亡

率则较 H/R组明显减少( P＜0. 05) ，且两组之间无
统计学差异( P＞0. 05，图 3) 。综上所述阿利吉仑能
降低 H/R诱导的心肌细胞凋亡。

图 3． 心肌细胞流式细胞凋亡率结果
Figure 3． Flow cytometry analysis of the apoptotic rate in four groups

2．3．2 阿利吉仑抑制凋亡执行蛋白酶 Caspase-3活
性 与对照组相比，H/R 组 Caspase-3 活性显著升
高［( 3. 26±0. 62) 比 1，P＜0. 05) ］。然而与 H/R 组
比较，阿利吉仑处理组 ( 2. 26±0. 35) 和 bay11-7082
处理组 ( 2. 13±0. 23) 均明显降低了 H/R 诱导的
H9c2细胞 Caspase-3蛋白酶活性( P＜0. 05) ，且两组
之间无统计学差异( P＞0. 05，图 4) 。以上结果提示
阿利吉仑能抑制 H/R 诱导的大鼠心肌细胞凋亡蛋
白酶 Caspase-3活性，从而抑制凋亡执行。

图 4． H9c2细胞的 Caspase-3活性 a 为 P＜0. 05，与对照组

比较; b为 P＜0. 05，与 H/R组比较。

Figure 4． Caspase-3 activity of H9c2 cells in four groups

2．3．3 阿利吉仑提高心肌细胞 ATP 含量及稳定线
粒体膜电位 当细胞缺氧状态时，细胞 ATP 含量下
降。对心肌细胞进行 JC-1 染色后行流式细胞术检
测，正常未发生凋亡的细胞位于 A2 门框外，具有足

量的 ATP，而居 A2 门框内的橙红色细胞则是 ATP
含量水平下降的细胞。在图 5A 中结果发现，与对
照组相比，H/R 组中居于 A2 区域中的红色荧光细
胞所占比例显著增多［13. 5% ± 1. 7%) 比 ( 4. 3% ±
1. 2%) ，P＜0. 05］; 而给予阿利吉仑 ( 6. 9%±1. 6%)
或 NF-κB P65抑制剂 bay11-7082( 5. 5%±1. 5%) 后，
两组位于 A2区域中的红色荧光细胞所占比例均下
降( P＜0. 05) ，且两组之间无统计学差异( P＞0. 05;
图 5A) 。
与对照组相比，H/R 组 H9c2 细胞线粒体膜电

位( mitochondrial membrane potential，Δψm ) 明显降
低［( 1. 80±0. 16) 比( 5. 53±0. 38) ，P＜0. 05］。在阿
利吉仑或 bay11-7082 处理后，与 H/R 组相比，阿利
吉仑+H /R 组 ( 3. 90±0. 60) 及 bay11-7082+H /R 组
( 3. 66±0. 96) 心肌细胞的线粒体膜电位明显升高( P
＜0. 05) ，且两者之间无统计学差异 ( P ＞ 0. 05，图
5B) 。以上结果提示阿利吉仑能增加 H/R 刺激下
心肌细胞线粒体的 ATP 含量及稳定线粒体膜电位
水平。

3 讨 论

据统计，2019 年中国约有 54 万人死于心脏猝
死，解决心血管疾病及其所带来的并发症是提高人

民卫生健康的一大策略。目前对于治疗心肌梗死
的最主要策略是尽早恢复冠状动脉血流、挽救濒死
心肌减少并发症改善心肌功能。然而血流再通所
导致的缺血再灌注损伤大大限制了治疗效果，其中
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图 5． JC-1染色流式细胞仪检测 ATP含量( A) 及线粒体膜电位水平 ( B) a 为 P＜0. 05，与对照组比较; b 为 P＜0. 05，与 H/R 组

比较。

Figure 5． ATP content ( A) and mitochondrial membrane potential results ( B) measured by flow cytometer with JC-1 stai-
ning in each group

冠状动脉血流再通后 1 年内仍有 9%的病死率以及
10%的心力衰竭发病率［6］。虽然随着胸痛中心的建
立、心肌梗死患者绿色通道的开通、早期的支架介
入治疗以及临床上新型抗血小板制剂 ( 如阿昔单

抗、替格瑞洛) 等的发展，心肌缺血再灌注损伤治疗
已经大大得到了优化，然而目前对于接受 PCI 治疗
的患者，仍然无明确有效的预防心肌再灌注损伤的

治疗措施。故而探究心肌缺血再灌注损伤，寻找治
疗靶点对于临床上挽救心肌、改善心肌功能具有重
要意义。
本研究中，阿利吉仑小于 20 mmol /L时，与心肌

细胞活性存在正相关关系，而在 20 mmol /L 和 80
mmol /L之间，两者之间存在负相关关系，本研究阿
利吉仑的最佳处理浓度为 20 mmol /L，此时心肌细
胞活性最高，这一结果与其他文献报道一致［7］。而
当浓度在 40 mmol /L 至 80 mmol /L 之间，细胞活性
反降低，阿利吉仑与细胞活力之间的关系表明阿利

吉仑药物效应存在最佳治疗浓度。近年来，有部分
国外临床试验报道得出结论: 阿利吉仑对于改善急

性心肌梗死后心肌缺血再灌注损伤患者的心肌功

能和左心室重构 ( LVR) 没有明显的收益甚至有危
害作用［8-9］。然而绝大多数研究支持的结论是: 阿
利吉仑可通过其潜在机制改善心肌细胞缺血再灌

注损伤。其中可能的解释是，低剂量阿利吉仑不足
以维持 RAAS系统持续的抑制作用，而高剂量的阿
利吉仑存在“药物溢出作用”而引起相应的不良反
应［10］。目前对于最佳浓度的确定，仍需要更多的临

床及实验数据来证实。
从坏死心肌细胞或激活后白细胞释放的炎性

因子是凋亡信号，具有启动凋亡程序的作用，炎症

因子被认为是评估心肌缺血再灌注损伤的生物标

志物。当心肌细胞发生坏死时，炎症细胞如嗜中性
粒细胞和巨噬细胞在趋化因子的作用下被募集于

梗死灶，并释放 TNF-α 和 IL-6 等炎症因子，从而加
重心肌缺血再灌注损伤。据报道，无论是体内还是
体外，炎症反应触发的凋亡信号转导而导致的心肌

细胞凋亡在心肌缺血再灌注损伤过程中都进一步

损伤了缺血性心肌细胞［11］。NF-κB 是细胞内重要
的转录因子，在心肌缺血再灌注损伤诱导的细胞凋

亡和引发炎症因子级联反应中起着重要作用［12-13］。
为探索炎症反应在心肌缺血再灌注的表达，ELISA
法检测炎症细胞因子，结果表明，在 H/R 组中表达
则明显增加，而阿利吉仑和 NF-κB 抑制剂预处理后
心肌细胞炎症细胞因子 ( TNF-α 和 IL-6) 的水平均
明显下调，且两组之间无统计学差异。从中可以推
测，阿利吉仑下调炎症因子的表达可能是通过抑制

NF-κB调控的。
有趣的是，各组心肌细胞凋亡的表达情况与

TNF-α和 IL-6 表达一致。当细胞发生凋亡后，
Annexin V-FITC和 PI 能进入细胞内，通过流式细胞
仪检测计算出发生凋亡细胞比率。为评估四组之
间心肌细胞凋亡比率，我们采用了 Annexin V-FITC
和 PI 双染后流式细胞术和 Hoechst33258 染色荧光
显微镜观察，结果表明与对照组相比，H/R 诱导刺
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激后心肌细胞凋亡数量明显增多，而阿利吉仑及

NF-κB 抑制剂 bay11-7082 预处理则明显降低 H/R
诱导的凋亡心肌细胞数量及比率。线粒体介导的
细胞凋亡是凋亡执行的重要细胞信号转导通路之

一。对细胞进行线粒体膜电位检测可评估细胞线
粒体功能状态，评估细胞凋亡。本研究中进行了亲
脂性和阳离子性 JC-1 染色剂的测定，以确定 H9c2
细胞的线粒体功能，其结果以红色( 聚集体 JC-1) 和
绿色( 单体 JC-1) 荧光之间的比率表示。结果表明
与对照组相比，H/R组心肌细胞的线粒体膜电位较
低及 ATP 含量较低的细胞比率较多，然而阿利吉仑
或 bay11-7082预处理可提高心肌细胞的线粒体膜
电位及 ATP 含量，且两组之间无统计学差异。在细
胞凋亡过程中，线粒体受体介导的细胞凋亡途径是

重要信号转导通路，而线粒体膜电位降低是凋亡早

期主要事件之一，触发呼吸链的解偶联，细胞氧自

由基增加，促凋亡蛋白如细胞色素 C、促凋亡因子
( AIF) 的释放增加及激活 Caspase 级联反应。本研
究中，H/R组 Caspase-3活性较对照组明显升高，而
在阿利吉仑+H /R 组和 bay11-7082+H /R 组中则明
显比 H/R组低，且前两组间无明显统计学差异。凋
亡执行者 Caspase-3 是 H9c2 细胞凋亡的早期标志
物，具有反映及预测凋亡的作用［14］。在细胞增殖的
内在和外在途径以及程序性细胞死亡中起关键作

用。Caspase-3的检测是早期检测某些凋亡相关疾
病的关键分子，具有预测的功能［15］。综上可知，在
细胞凋亡调控中，阿利吉仑具有稳定线粒体膜电

位、维持线粒体能量代谢从而通过线粒体介导的信
号通路抑制细胞凋亡，提高心肌细胞的活性及存活

心肌细胞数量，并推测阿利吉仑的调控凋亡作用可

能与 NF-κB表达抑制有关。
总而言之，我们目前的体外研究有助于从减轻

心肌细胞凋亡方面更好地探究阿利吉仑对改善心

肌缺血再灌注损伤的作用。实验结果说明，阿利吉
仑可以通过抑制炎症反应、调控线粒体受体介导的
凋亡，改善缺血心肌细胞缺血再灌注损伤，且根据

实验结果可推测阿利吉仑的调控凋亡作用可能与

NF-κB表达抑制有关。
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